準安定なアミロイドβの毒性オリゴマーモデルの合成と機能解析 by Irie, Yumi






Type Thesis or Dissertation
Textversionnone
Kyoto University
 - 1 -
（ 続紙 １ ）                             
京都大学 博士（  農 学  ） 氏名 入江 由美 
論文題目 
Synthesis and Characterization of Quasi-Stable Toxic Oligomer Models of 
Amyloid β 












入江ら（2016）は、A42 の中央部分の Glu22 と Asp23 でのターン構造（毒性ター




によって安定化されることにより C 末端のコアが生じる。その結果、電荷を失った C
末端のコアは疎水性が高くなって凝集しやすくなり 2 量体及び 3 量体などのオリゴマ
ーが形成される。 
本論文では、この毒性 2 量体及び 3 量体モデルを実際にそれぞれ複数合成して、そ
れらの構造機能解析を行った。本論文は以下のように要約される。 




コンセプトのもとに、毒性ターンを形成しやすい E22P 変異体が Ala30 あるいは Gly38
で架橋された Aβ40 の 2 量体モデルとして、E22P-A30DAP-A40 dimer（1）、E22P-
A30DAZ-A40 dimer（2）、E22P-G38DAP-A40 dimer（3）を合成した。化合物 1 は、
C 末端領域の分子間平行-シート構造に関与しない Ala30 の位置で L,L-2,6-ジアミノ
ピメリン酸（DAP）をリンカーとして架橋された 2 量体である。化合物 2 は、Ala30
の位置で L,L-2,8-ジアミノアゼライン酸（DAZ）をリンカーとして架橋された 2 量体
である。DAZ は分子間平行 -シート構造の間隔に近いリンカーである。化合物 3
は、C 末端のコアの中心となる Gly38 の位置で DAP をリンカーとして架橋された 2
量体である。これらはいずれも、連続フロー型の合成機（ PioneerTM, Applied 
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Biosystems）を用いた Fmoc 固相法により合成した後、C4 ならびに C18 カラムによる
HPLC により精製した。合成の際、リンカーは、di-Fmoc-DAP あるいは di-Fmoc-DAZ
を、1 つのアミノ酸残基として導入した。化合物 1～3 の凝集能はチオフラビン T 法な
らびに電子顕微鏡により、凝集度を知るためのオリゴマー解析は ion mobility-mass 
spectrometry（IM-MS）により、神経細胞毒性は SH-SY5Y 細胞を用いた MTT 法によ
り、それぞれ評価した。化合物 1 と 2 は、プロトフィブリルならびにアミロイド線維
を形成せず、12 量体以下のオリゴマーとして存在し、神経細胞毒性を示さなかった。
一方、3 は溶解 48 時間後に幅 9 nm 長さ 143 nm のプロトフィブリルを形成し、少なく
とも 24 時間 12～24 量体として存在し、強い神経細胞毒性を示した。以上の結果よ
り、Aの毒性発現には C 末端疎水性コアの形成が重要であることと、20 量体程度の
オリゴマーサイズが神経細胞毒性に必要であることが示唆された。これらのことか
ら、3 は準安定な毒性オリゴマーモデルとして有用と考えられた。 
第三章では、A40 の 3 量体モデルを合成した。3 量体モデルには、2 量体モデルに
もう 1 分子の A40 が分子間平行-シートによって結合したものと、3 分子がプロペ
ラ状に配置したものが考えられる。最近、150 kD の A42 オリゴマーの固体 NMR 法
による解析により、後者の構造が報告された。そこで、A40 3 分子がプロペラ状に配
置した 3 量体モデルとして、E22P,L34PtA-A40 trimer（4）、E22P,V36PtA-A40 
trimer（5）、E22P,G38PtA-A40 trimer（6）を合成した。化合物 4、5、6 は、A40 の
E22P 変異体が Leu34、Val36、Gly38 の位置でそれぞれ、1,3,5-phenyltris-L-alanine (PtA) 
をリンカーとして架橋された 3 量体である。これらは、昇温可能な超音波タイプのペ
プチド合成機 （Initiator+ Alstra, Biotage）を用いた Fmoc 固相法により、架橋位置で
tri-Fmoc-PtA を結合させることにより合成した後、C4 ならびに C18 カラムによる






なお、3 に対応する A42 の 2 量体モデル（E22P,V40DAP-A42 dimer）が、3 と同
程度の神経細胞毒性を示し、12～24 量体として長時間安定に存在することが、









 - 3 -












1.  C 末端の疎水性コアの形成が毒性オリゴマー形成に重要であるというコンセプ
トのもとに、Ala30 あるいは Gly38 で架橋された 3 種類の E22P-Aβ40 の 2 量体モ
デル（1～3）を合成した。これらのうち、C 末端コアの中心となる Gly38 の位置
で L,L-2,6-ジアミノピメリン酸（DAP）をリンカーとして架橋された 2 量体であ
る 3 は 12～24 量体として 24 時間以上存在し、プロトフィブリルを形成して、
強い神経細胞毒性を示した。化合物 1 と 2 はプロトフィブリルならびにアミロイ
ド線維を形成せず、12 量体以下のオリゴマーの形成にとどまり、神経細胞毒性
を示さなかった。 
2.  1,3,5-Phenyltris-L-alanine をリンカーとして E22P-A40 が Leu34、Val36 あるいは
Gly38 の位置でそれぞれ架橋されることにより、3 分子がプロペラ状に配置した
3 種類の E22P-A40 の 3 量体モデル（4～6）を合成した。化合物 6 はプロトフィ
ブリルならびにアミロイド線維を形成したが、4 と 5 は形成しなかった。化合物
6 は 9～21 量体として 24 時間以上存在したが、4 と 5 は 3～12 量体形成にとどま
った。化合物 4～6 はいずれも、神経細胞毒性をほとんど示さなかった。 
以上のように、本論文は、化学的に単一かつ長時間安定に存在するオリゴマーモ
デルである 2 量体と 3 量体モデル作製し、Aの C 末端における疎水性コアの形成
が安定なオリゴマーを形成する上で不可欠であること、ならびに分子間平行-シー




なお、令和 2 年 2 月 7 日、論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結
果、博士（農学）の学位を授与される学力が十分あるものと認めた。 
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